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　　Erythrocytes　from　human　and　various　animal　species（rabbit，　rat，　pig，　bovine　and　horse）were
hemolyzed　i且isotQnic　solution．　A　clear　difEerence　was　Qbserved　in　the　rate　of　hemolysis　a五nong　species．
Correlation　between　erythrocyte　phosphatidylcholin¢content　and　the　rate　of　hemolysis　seemed　to　exist．
　　The　experiments　were　performed　to　know　whether　or　not　prostaglandins（PG）have　some　efεect　on
hemolysis．　PGEユor　PGE2　at　concentrations　of　above！0－9　M　was　found　to　have　an　inhibitory　action　on
hemolysis．
　　Polyphloretin　ph（）sphate（PPP），　which　has　been　kllown　to　be　an　antagonistic　a繕ent　tQ　the　acti（）n◎f
PG　ill　some　animal　ceユ1s，　had　strong　hemolytic　action．　PGEI　had　a　reversed　effect　on　the　hemolytic
action　of　PP．P，
　　Differences　in　the　rate　of　hemolysis　were　also　observed　among　species　by　active　oxygens　induced　by
ahypoxanthine－xanthine　oxidase　system．　PEGI　also　had　an　inhibitQry　effect　on　hemolysis．
　　During　the　oxidative　he皿olysis，　remarkable　changes　in　phospholipid　compGsitio皿s　were　observed，
suggesting　that　peroxidized　phospholipids　were　formed。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　September　19，！980　and　accepted　October　27，1980）
1緒　　言
　Postglandin（以下PG）の血球系におよぼす影響は，白
血球，血小板で広範かつ詳細に研究されている．赤血球に
関してはRasmusse血窃αZ．によるヒト，白ネズミ赤血球
の変形能，浸透圧脆弱性に対するPGEエ，　PGE2の影響に
ついての報告1）があるが，非常に小さな影響として示され
ているに過ぎない．著者らはPGE1，　PGE2の溶血におよ
ぼす影響を検索する目的で，まず明確な溶血系を確立すべ
く種々の実験条件を検討した．従来動物種を問わず等張溶
液中での溶血は起こり難いとされていたのに対し，著者ら
は，低濃度の赤血球浮遊液で機械的刺激により溶血が明ら
かに認められる簡便な方法を見い出した．この系を用い
て，ヒト，ウサギ，白ネズミ，ブタ，ウシ，ウマの赤血球
について上記のPGと溶血との関連性を検索した．さら
に，著者らの溶血系を用いて溶血度とリン脂質組成の関連
性について検索した．
　近年，過酸化脂質による臓器障害が注目され，活性酸素
類（0Σな．ど）による溶血の報告もみられる2殉．著者ら．は，
前記各種動物でhypoxanthine－xanthine　oxidaseを赤血
球に作用させ明確．な溶血を容易に起こすことができたの
で5），この系を用いて溶血におよぼすPGE1，　PGE2の影響
を検索した．また摘出結腸，眼圧，血圧などにおけるPG
の拮抗剤として知られるpolyphloエetin　phosphate（以下
PPP）の研究が行われているが6・7），赤血球に関しての報
告はない．PPPの溶血におよぼす影響とPGE1との相互
569
570
作用についてても検索した．
2　実験材料および方法
相川　眞；・谷口正子
2・1実験材料
　2・1・1対　　象
　ヒト（健康成人男子，30歳前後，11例），ウサギ（2．5～
3．Okg，11例），白ネズミ（ウイスター系，180～200g，12
例），ウシ（2例），ウマ（2例），ブタ（2例）の赤血球を使用
した．ヒトでは早朝空腹時，ヘパリン加静脈採血（10unit／
皿のし，他の動物では無麻酔下で全てオスよリヘパリン加
採血した．なお，ウシ，ブタは屠場にて採血した．採血後
直ちに2500r．p．m．，20分間の遠沈により血漿および白血
球層を分離除去し，10倍容以上の生理食塩水で三回以上洗
條した後50％赤血球浮遊液にし，採血後24時間以内に実
験に供した．
　2・1・2　試　　薬
　PEG1，　PGE2（小野薬品）はエタノールで10－2　M溶液
とし一20。Cに保存し使用時に適宜希釈した．
　PPP（LEO　Helsingborg，　Sweden）は1mg／mZ生理
食塩水溶液とし，使用時生理食塩水で目的濃度に希釈し可
及的短時間内に用いた・
　Xanthine　oxidase（Grade　1，　from　butter　milk，2．5
units／1．2　mZ，　Sigma）は一夜50　mMリン酸ソーダ緩衝液
（pH　7．0）で透析した後実験に供した・
　赤血球のincubationに用いた緩衝液の組成は145　mM
NaC1，5mM　KC1，1mM　CaC12，1mM　MgSO4，5mM
リン酸ナトリウム緩衝液（pH7．0），10　mM　GIucoseで
ある．
2・2実験方法
　2・2・1　低張食塩水による溶血（以下低張溶血）およびそ
　　　　れにおよぼすPGEI，　PGE2の影響
　0．90傷より0．10傷まで0．05傷ごとの濃度の食塩水を調
製七，各々の5．OmZに前記のヒトおよび各種動物の赤血
球浮遊液をユ0μ加えて時々振籍しながら混和し20℃に
60分間放置後2000r．　p。　m．，10分間遠心分離し，上清を
540nmで比色定量した．蒸留水に赤血球浮遊液を混和し
60分間，20。Cに放置後の上清の吸光度を100％として各
濃度における溶血度を算出した．
　低張溶血に対するPGの影響の検索は下記の方法に依
った．まず50％赤血球浮遊液0．5mZに前記緩衝液0．5　mJ
を加え，さらにPGE1あるいはPGE2を10　6　M，10　8　M，
10－10Mの各濃度になるように加えた，37℃，20分間の
incubation後各反応液を20μZ採取し，各動物赤血球で
異なるが，20％～50％の溶血が得られる濃度の低張溶液
　5．O　m♂に加え低張溶血と同じ条件で溶血度を求めPGE1，
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PGE2の影響を検討した，
　2・2・2　等張溶液中での機械的刺激による溶血（以下等張
　　　　溶血）およびそれにおよほすPGE1，　PGE2の
　　　　影響
　前記緩衝液5．OmZに50％赤血球浮遊液100μZを加え
1．0鬼赤血球浮遊液とし，一定時間，37。C，200　strokes／min
の四壁でincubation後その0．5　mZと0．90％食塩水1・5　mZ
を混和し遠心分離後，上清を540nmで比色定：量し各時間
後の溶血度を求めた．またstroke数の違いによる溶血度
の差を検索のために0，100，180，200の各stroke数で60
分間，37。Cでincnbation後の溶血度を求め，さらに赤
血球浮遊液濃度の違いによる溶血度の差を：求めるために
50％，10％，1％の各濃度における溶血度も検討した．
　PGE1，　PGE2の等張溶血におよぼす影響は1％赤血球
浮遊液5．O　m♂にPGE1，　PGE2のエタノール溶液5μZを
各々10－9M，10－8M，10－7M，10－6M，10－5Mの濃度
で加え対照群の溶血度と比較検討した．なお対照群にはエ
タノール5μを加えた．またエタノールによる等張溶血
に対する影響を検索のため，1％赤血球浮遊液にエタノー
ル5μZを加えて37℃，30分間前記振出を与えた後エタノ
ールを加えない群と溶血度を比較した．
2・2・3PPPの等張溶血におよぼす影響およびPGEエ
　　　　　との相互作用
　PPP単独の赤血球におよぼす影響およびPGE1との相
互作用については，ウサギの赤血球を用いて等張溶血と同
じ条件で検討した．
　2・2・4HVpoxanthine・xanthine　oxidase系による溶
　　　　血およびそれにおよぼすPGの影響
　等張溶血と同様に前記緩衝液5．OmZに50％赤血球浮
遊液100μ♂加えたものを対照とし，これにxanthine
oxidase　O．05　units／mZおよびhypoxanthineを0．068皿M
になるように加え，37。C，200　strokes／minで各反応時間
後の溶血度を等張溶血と同様に測定した．
　この系による溶血におよぼすPGEヱの影響はxanthine
oxidase系添加と共にPGE1（10－5　M）を加えて検討した．
　2・2・5　ヒトおよび各種動物学血球のリン脂質組成およ
　　　　　びそれらの溶血時における変化
　各動物のincubation前および後の赤血球浮遊液に，浮
遊液1に対し5．5容のイソプロパノールを混和後クロロホ
ルム3．5容を加えて脂質の抽出を行った8）．抽出後Folch
法にて洗下し抽出液をクロロホルムで一定量とした．各リ
ン脂質の分離定量はSilica　gel　H一薄層クPマトグラフィ
ーにて行った（厚さ0．25mm，展開溶媒クロロホルム：メタ
ノール＝酢酸：水＝100：60＝14：4v／v）．展開後の発色は，ヨ
ード，リソモリブデン酸，ニンヒドリン試薬により行った．
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3実験結果
3・1　低張溶血およびそれにおよぼすPGEI，　PGE2の
　　影響
　各種動物赤血球の浸透圧脆弱性を知るため，各濃度食塩
水における溶血度を測定した．各濃度における溶血度は
Fig．1に示すように，動物間で明らかな差が認められ，ブ
タ，ウシが最も高く，次いでウサギ，白ネズミ，ウマが高
く，ヒトが最も低かった．溶血度の誤差は新鮮血で5％以
内と低く，同種動物内では誤差は殆んど認められなかった．
本実験に用いた各種動物赤血球のリン脂質組成をTable　1
に示したが，上記の浸透圧脆弱性とリン脂質組成には相関
性は認められなかった．
　また浸透圧脆弱性におよぼすPGE1，　PGE2の影響を各
赤血球で検討した（Fig．2）．動物により浸透圧脆弱性が異
なるために各種動物赤血球の30％前後の溶血を来たす濃
度における溶血におよぼすPGE1，　PGE2の影響を検討
した．PG付加による溶血度の変化は総じて少なかった
が，ヒトの成績はRasmussen　6’αZ．1）の報告に近似して
PGE1，　PGE2に軽度の抑制効果を認め，さらに，ウサギ，
白ネズミでPGE1による溶血抑制効果を認めた・ウマで
はPGEI，　PGE2付加による変化は全く認あられなか
った，
3・2　等張溶血とPGE1，　PGE2の影響
　等張溶液中では溶血は起こり難いとされており，著者ら
の実験でも50弩赤血球浮遊液で，370C，100　strokes／min
では各試料共溶血は認められなかった．incubationの際
の振盈と溶血気の関係をウサギの例でTable　2に示した
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Fig．1　Hypotonic　hemolysis　of　erythrocytes
　　　　fro皿human　and　various　ani皿al　species．
　　　　10μZ　erythrocytes　（in　isotonic　saline
　　　　solution　at　50％hematocrit）from　var．
　　　　ious　species　were　kept　at　20℃for　60
　　　　miロ　in　5　mZ　of　NaCl　solution　with
　　　　various　concentrations　ind量cated　in　Fig－
　　　　ure（abscissa）．　After　centrifugation　the
　　　　deg■ees　of　hemolysis　were　determ三ned
　　　　spectrophotometrica11y　at　540　nn1，
が，0から180strokes／minまでは全く溶血が認められず，
200strokes／minではじめて溶血が認められた．また赤血
球浮遊液濃度と溶血度の関係は200strokes／minで50％，
Table　1盈0功ん。⑳ゴ4‘0％ψ05漉0η∫げθ7二y司りの吻5カリフμ乃駕況απ
αη4妙αγ∫o麗5αη伽αZゆθcfe5（％）
Species
Phospholipid
Huma11 Pig Rabbit Rat Bovine Horse
Lyso－PLC
Sph
PLC
L）rso－PLE
PLI十PLS
PLE
PA十Card
3，1
23．4
27．3
2，8
10，0
28．3
5．1
2．6
22。7
26．0
1．0
13．6
31．9
2．2
1．3
17．5
34．3
　0
9．7
35。7
1．0
4．7
11．3
44．5
1．0
119
22．9
3．7
0．3
38．0
1α4
　0
18．5
26．0
6．8
3．8
3．5
36．7
　0
20．6
29，9
0．5
Variations　are　within　5％．
Lyso－PLC＝1ysophosphatidylcholine，　SpH＝sphingomyelin，　PLC：phosphatidylcholine，　Lyso－
PLE：lysophosphatidylethanolamine，　PLI：phosphatidylinositol，　PLS：phosphatidylserine，
PLE二phosphatidylethanolamine，　PA：phosphatidic－acid，　Card；cardiGlipin
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Fig．2　Ef［ect　of　PGEI　or　PGE20n　hypQtoIlic
　　　　　　　he皿01ysis　of　erythrocytes　from　human
　　　　　　　and　various　animal　species．1mZ　o壬in－
　　　　　　　cubation　mixture　c・．ntaining　erythr・cy－
　　　　　　　tes　frQm　each　species　at　25％hematocrit
　　　　　　　were　incubated　fQr　20　min　at　37。C　with
　　　　　　　various　concentrat三〇ns　of　PGE土　or
　　　　　　　PGE2．　Afte．r　the　incubation，10μof
　　　　　　　each　incubation　mixturO　was　added　tQ
　　　　　　　2．5mZ　of　NaCI　solu二王on（human；0．50％，
　　　　　　　pig；0．70gち己，　rabbit；0．55％，　rat；0．60ラを），
　　　　　　　bovine；0．65％，　horse；0．55％）and　kept
　　　　　　　for　20　min　at　200C，　0亡her　conditions
　　　　　　　were　the　same　as　8hown　in　Fig．1
　　　　　　　（○一一〇；PGE1，●　　●；PGE2，0rdinates
　　　　　　　show　the　degree　of　hemolysis，　abscissae
　　　　　　　show　the　concentrations（M）of　PGEl
　　　　　　　or　PGE2　added　in　incubation　mixture）．
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10弩共に溶血が殆んど認められず，著者らの用いた濃度
1％ではじめて溶血が認められた，この系による等張溶液
中での溶血度は動物種により著しい差が認められた．Fig．3
に示すように，ウシでは殆んど溶血が認められず，ウマ，ブ．
タ，ヒトに比して白ネズミ，ウサギで溶血度が著しく高か．
つた．
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Rg．3　Time　course　of　isotonic　hemolysis　of
　　　　　　　erythrocytes　from　human　and　various
　　　　　　　animal　species．5mZ　of　incubation　mix－
　　　　　　　tures　containing　erythrocytes　at　1％　he－
　　　　　　　matocrit　were　incubated　at　37℃in　iso－
　　　　　　　tonic　buf［er　with　200　stro．kes　per皿i血．
　　　　　　　Other　conditions　were　the　same　as　shown
　　　　　　　in　Materials　and　Methods．　Variations
　　　　　　　are　within　5％
Table　3　　E躍孟6〃卵qプゐ8ノノみ。乏y∫～∫απ4ρゐ。ゆ乃α”41y♂一
　　　　　　　　【｝ん・伽6COη’磁∫カ381ツ彦んr・嘔65ノン閣0〃己
　　　　　　　　伽1脚α’zゐ．，α7”・配∫αノ1加．αz功αゴ85
SPecies
Phosphatidy1－
choline　content
（9ち　of　total
phospholipid　in
erythrocytes）
Percent
h molysis
during　20　minincubation
Numbers　of
　　strQke．S
Erythrocyte　concentrations（％）
1 10 50
0－180
20．0
　　0
30±2
　　0
ユ．7±0．3
　　0
0．2＋0．1
Rat
Rabbit
Huma．n
Pig
Bovine
Horse
44．5
34．8
2．．7，3
26．Q
10．4
36．7
42．0＊一1
14．5
7．5
3．0
　0
　0
Data　show　mean±the　variations．＊一1 Variations　are　within　5％．
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　リン脂質組成との関連性はウマを除き，phosphatidyl－
choline含量の多い動物ほど溶血度が高かった．（Table　3）
またクェン酸採血とヘパリン採血との間で溶血度に差は
なく，前記緩衝液を0・9％NaClに代えても同じ結果が
得られた．
　またPGE1のこの系による溶血におよぼす影響はヒト，
ブタ，ウサギ，白ネズミで10『5Mから10－9Mまで抑
制を示した．10－10M以下の濃度については図に示さない
がPGE1を加えない対照群と全く同じ結果を得た（Fig．4）．
対象群と10－9M以上の濃度の間の差異は統計学的に有
意な差であった．同様の結果がPGE2でも得られた・ウ
シはこの系では全く溶血が認められず，PGの効果を検索
できなかった．ウマでは溶血は僅かに認められたが，PGE1
の効果は認められなかった．低張溶血，等張溶血共にエタ
10
5
Hum（ユn C5
3
1
10
5
20　　　ら0　　　60
Pig
30
zo
10
C
5
3
1
120
　C　5
ノール5μ♂のみを加えたincubationでエタノールによ
る影響は認められなかった．
3・3PPPの赤血球膜におよぼす影響およびPGEIと
　　PPPの溶血における相互作用
　PGE1による溶血抑制効果の機序解明の目的でPGの
拮抗剤として知られるPPPとの相互作用をウサギ赤血球
を用いて検索した．
　F19．5に各濃度におけるPPP単独，　PGE1単独，両者
混合の溶血度の経時的変化を示した．赤血球浮遊液のみ
（C）に対し，反応液1．Om♂あたりPPPO．1μg添加で明
らかに溶血促進効果が認められ，PPP濃度と相関し10μ9
のPPPでは促進効果は著しかった．　PGE1との共存で
PPPの溶血促進効果は抑制された．
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Fig．5　EfEect　of　PPP　on　hemolysis　of　rabbit
　　　　erythrocytes　in　the　absence　and　presence
　　　　of　PGE1．　Rabbit　erythrocytes　were　in－
　　　　cubated　with　PPP　with　or　without　PGEI，
　　　　Other．．conditions　were　the　same　as　shown
　　　　in　Fig．3and　in　Materials　and　Methods．
　　　　Variations　are　within　5％．　C；Contro1，
10 Horse
G
1
30 60 120 15D
Fig．4　Effect　of　PGEI　on　isotonic　hemolysis．
　　　　Erythrocytes　from　each　species　were
　　　　incubated　with　various　PGEI　concentra－
　　　　tions（1＝10－5M，2＝10－6M，3＝10－7M，4：
　　　　10－8M，5＝10－9　M）．　Other　conditio皿s
　　　　were　the　same　as　shown　in　Fig．3and
　　　　in　Materials　and　Methods．　Abscissae
　　　　show　the　time　of　incubation（min）and
　　　　ordinates　show　the　degree　of　hemolysis，
　　　　Variations　are　within　5％．　C：Contro1，
60分反応後の溶血度に対するPGE1，　PGE2，　PPPの・各
々の単独添加による影響を各濃度で検討した結果をFig．6
に示した．PGE1はPGE2よりも溶血抑制効果が高い傾
向を示した．PPPは重合体の混合物であり分子量は求め
難く，平均分子量は15，000ともいわれPPP　loμg／mZで
　　　　　ロぱ　7×一8Mに相当すると考えられる・
　Fig，7にPGE1，　PPPの添加を相前後させたincuba－
t onの結果を示す．　PGE工添加による反応開始15分後に
PPPを添加した例では，明らかに溶血の促進が認められ
た．またPPP添加15分後，30分後にそれぞれPGE1を
添加した例では明らかにPGE1の効果が認められた．
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EfEect　of　PPP，　PGEI　and　PGE20n　hem－
01ysis．　Rabbit　erythrocytes　were　incuba－
ted　with　dif［erent　concentrations　of　PPP，
PGEI　or　PGE2　for　60　min．　Other　condi－
tions　were　the　same　as　shown　in　Fig．3
and　Materials　and　Methods．　Variations
were　within　5％．
3・4　Hypox．anthine・xa職thi血e　oxidase系による活性酸
　　　　素による溶血およびそれにおよぼすPGE1の影響
　Fig．8にヒトおよび各種動物赤．血球のxanthine　ox－
idase系による溶血およびPGE1の影響を示した・．ウサ
ギ，白ネズミでは溶血度は高く，ヒト，ブタがこれに次ぎ，
ウマが最も低かっ．た．ウシでは等張溶血と同様に全く溶血
が認められなかったので図に示さなかった．白ネズミ，ウ
サギではphosphatidylcholine含量が・多く，ウシでは
phosphatidylcholine含量が少なく等張溶血と同様にリ
ン脂質組成．との相関性がみられるが，ウマではphos－
phatidylcholine含量と溶血度の相関性はみられなかった．
　PGE1による溶血抑制効果は溶血の明らかな白ネズミ，
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Fig。7　Effect　of　preincubation　with　PPP　or　PGEl
　　　　　　on　the　hemolysis　of　rabbit　erythrocytes．
　　　　　　E1：incubated　with　PGEI　alo．ne；C＝incu－
　　　　　　bated　without　PGEI　nor　PPP；PPP：incu－
　　　　　　bated　with　PPP　alone；1＝preincubated
　　　　　　with　EI　for　15min　and　then　PPP　was
　　　　　　added，2：preincubated　for　30　min　with
　　　　　　PPP　and　then　PGEI　was　added，31pre－
　　　　　　incubated　with　PGEI　for　15　min　and　then
　　　　　　PPP　was　added．
30 60 go 12Q 150
Oxidative　hemolysis　of　erythrocytes　from
human　and　various　animal　species．
Erythrocytes（1％）from　each　species　were
incubated　in　5　mZ　o．f　bufEer　containing
O．068mM　hypoxanthine　and　O．25　unit　of
xanthine　oxidase．　Other　conditions　are
the　same　as　described　in　Materi．als　and
MethQds．　Ordinates　shQw　the　percent
hemolysis　and　abscissae　show　the　time
of　incubation（min）．　0：with　oxidase
system，　O十E1；with　o．xidase　system　and
with　10－5MPGE1，　C；control　incubation
without　oxidase　system　nor．PGE1，　C十E1＝
control　systeln　with　10－5　M　PGE1．
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　　　　　　　　　　Fig．　g　Thin－1融ye．r　chromatograms　of　lipid　extracts．　from　rat　and　hu血an
　　　　　　　　　　　　　　　　　　erythrocytes．　E士ythrocytes　were　incubated　fQr　60皿in　with　oxidase
　　　　　　　　　　　　　　　　　　system　and　the　lipid　extraction　and　other　collditions　were　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　same　as　described　in　the　Materials　and　Methods．
A；Phosphomolybdic　acid　s．pray，　B；Nihhydrin　spray，　C；Control　incubation　without　oxidase　system，
0；Incuba．tion　with　oxidase　system，　C＊；No　incubation．　PA；phosphatidic　acid，　Ca；cardiQlipin，　PE；
phosphatidylethanolamine，　PC；phosphatidylcholine，　PS．；phosphatidylserine，　PI；phosphatidylinosito1，
SPH；sphingomyelin，　PX；phos．phatidyl　X（ロ．lnhydrin　positive）．
Table　4Cんαη98∫（ゾ助・珈。⑳．濯60〃．ψ・5漉・η5ぬ痂9・説4α彦飽θん8脚砂∫ガ∫げ
θ’γ励げθ5沈勧η．Lαノ2α砿物・加3傭〃．zαz脚瑠5
　　HumanPhospholipids
1些UbatiOn　time（min）　　　　Pig
Phopsholipids
Incubation　time（min）
0 60 60＊一1 0 60 60＊一1
Lyso　PLC＊一2
Sph
PLC
PX
PLI十PLSPLE
PA十Card
3ユ
23．4
27．3
2．8
10．0
28．3
5．1
10．6
25．1
21．1
10．7
7．5
16．8
8．2
4ユ
25．0
26．6
4．6
6．4
26．4
6．9
Lyso　PLC＊一2
Sph
PLC
PX
PLI十PLSPLE
PA十Card
2．6
22．7
26．0
1．0
13．6
31．9
2．2
2．6
24．6
25．9
3．7
8．8
26．7
7．7
2．2
21．7
24．6
1．3
13．6
31．9
5．7
　　　Rabbit
Phospholipids
工ncubatiOn　time（min）　　　　Rat
Phospholipids．
IncubatiOn　time．（lnin）
0 60 60＊一1 0 30 30＊一1
Lyso　PLC＊一2
Sph
PLC
PX
PLI十PLSPLE
PA十Card
1β
17．5
34．8
　　0
9．7
35．7
1．0
7．3
20．7
36．7
8．6
5．0
19．4
1．0
1．4
！7．0
34．2
1。7
！0．0
35．0
0．7
Lyso　PLC．＊一2
Sph
PLC
PX
PU十PLSPLE
PA十Card
4．7
11．3
44．5
1．0
1！．9
22。9
3．7
14．6
11．4
42，4
5．4
5．7
16．1
4．4
6．2
9．9
45．3
　　0
12．8
225
3，3
All　variations　wereユess．　than　5　percent．
　＊一11ncubations　were　performed　without　oxidase
　＊一2　1ncuding　phospholipids　which　were　located
　　　　　chromatograms．
system（contrQl　incubatio．n）．
between　ori．gin　and　sphingo皿yelin　on　thin　layer
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ウサギ，ヒト，ブタで明確に認められた、白ネズミ，ウサ
ギでは反応開始後早期（10分後）にxanthine　oxidase系
による溶血をPGE1が著しく抑制することが示された．
3・5　各溶血におけるリン脂質組成の変化
　低張溶血，等張溶血およびPPPによる溶血においては，
溶血の前後でリン脂質組成に認むべき変化はなかった．ま
たPG付加後のリン脂質組成にも認むべき変化はなか
った．
　Xanthine　oxidase系による溶血にともなうリン脂質組
成の変化はFig．9，　Table　4に示すように明らかな変化
が認められた．ウマ，ウシでの変化はなく，それ以外の各
動物に共通する変化はphosphatidylethanolamiロe，　phQs－
phatidylcholine，　phQsphatidylserine十phosphatidyl－
in。sito1画分の減小とそれにともなうTLC上でのりゾ
体に相当するニンヒドリン反応陽性スポット（px）の増大
であった．phosphatidic　acidおよびcardiolipinも時間
と共に軽度増加した，なお本反応の前後で，総リン脂質量
に認むべき変化はなかった．Fig．9に示したのは，ヒト
および白ネズミのincubation後のリン脂質の薄層クロマ
トグラムであるが，ニソヒドリンスプレーによりxanthine
oxidase添加でphosphatidylethanolamine，　phosphati－
dylseri且eの他に対照にはないニソヒドリソ陽性物質の存
在が認められる．特に白ネズミでは多数認められた．
4　考　　察
4・1　溶血とリン脂質組成
　ヒトおよび各種動物赤血球のリン脂質組成はTurnerα
磁の報告9）以来，動物種により大きく異なることが明ら
かにされてきた1。～12）．ヒト，白ネズミ，ウサギ，ブタ，ウ
マ，ネコなどの哺乳動物赤血球は，コリン含有リン脂質と
してphosphatidylcholineを多く含み，ウシ，ヒツジ，
ヤギなどの反すう動物では，コリン含有リソ脂質は殆んど
がsphingomyelinである．このように動物種を赤血球膜
リン脂質組成により二群に大別できる，
　リン脂質組成と赤血球膜の諸性質との関連性についてい
くつかの報告がみられるが13），0．3MglycerG1による溶血
速度について多種類の動物赤血球を用いたDe　Gier　6‘
α♂11）による実験結果では，必ずしも溶血速度とリン脂質
組成に，また総リン脂質の脂肪酸組成との間に相関性が旧
い出されていない，
　ヒトおよび各種動物赤血球は等張食塩水では，短時間で
は溶血が起こり難いとされてきたが，本実験の溶血系を用
いて検討した結果，ウマを除いて溶血度とphosphatidy1－
choline含量との間に相関性のある成績が得られた．糖脂
質量がウマ，ヒトに特に多いという報告があり14），このス
フィンゴ脂質の存在の大小が溶血の難易度に影響を与えて
いるかもしれない．しかしながら，溶血に関してはリン脂
質や糖脂質含量のみならず総高質量，コレステP一ル，タ
γバク質，イオン濃度など赤血球内の種々の要因が関係し
ていると考えられる．
　本実験における溶1血条件下では，用いた赤血球に含まれ
るphospholipaseによる膜リン脂質の分解15）は認められ
ず，phospholipaseにより生じたりゾリン脂質による溶血L
現象ではないことは明らかである．
4・2PGE1による溶血阻止作用
　血球系におよぼすPGの作用は白血．球，血小板などで
。－AMPとの関連で詳細かつ広範な研究がされている．赤
血球に関しては．イオン透過性に関する研究16）以来，
AlleinおよびRasmussenαα」．により変形能および浸
透圧脆弱性に関するいくつかの報告がなされエ・17～19），PGEI
およびPGE2を用いてヒト赤血球で，！0一工。　M付近の濃
度でbiphaslcにPGE1は変形能を増強，　PGE2は減少
するとされた1）．各種動物赤血球を用い低張溶液中で浸透
圧脆弱性のPGE1，　PGE2による変化をみたところ，三曲
物間で差異はあるが変化量は僅小であった，また著者らの
用いた等張溶血の系では，PGE1のヒトおよび各種動物赤
血球に対する影響は非常に明確であり，ウマ，ウシを除く
動物赤血球で，10－9M以上の濃度で明確な溶血の抑制効
果を認めた．それ以下の濃度による影響は明らかでなかっ
た，血液中のPGE1の濃度はおよそ10－8　Mといわれ20），
加η画ηの抑制効果が日照ノ。で起こる可能性をこの結
果は示唆しているように思われる．本実験ではこのような
PGEエによる溶血抑制効果はCa2＋の有無に関係しなか
った・このことはRasmussenε‘αZ．1），　Kuryε彦α乙21）の
報告と一致せず，著者らと彼らのPGE1による抑制効果は
同一機構によるものではないように思われる，溶血抑制機
構の解明は今後の研究で明らかにすべきであると考える．
4・3　PPPによる溶血およびPGE1の拮抗作用
　現在まで，PG拮抗剤として次の3種の化合物が知られ
ている・1）dibenzoxyazepin誘導；体，2）7－oxaprostynoic
acidと，3）PPPに代表されるphloretinのphosphQryl－
ated　pQlymerである7）．　これらのうち7－oxaprostynoic
acldについては0．86　mMの濃度でヒト赤血球に溶血を来
たすことが認められ，PGE1，　PGE2はこれと同濃度で7－
oxaprostynoic　acidとの共存により溶血を促進すること
が報告された22＞．
　一方，PPPのPG拮抗剤としての作用は摘出結腸で最
初に認められ6＞，PGFI。，　PGF2。に強く拮抗し，　PGE1に
も拮抗作用のあることが明らかにされた，最近，phloretin
のphosphorylated　polymer誘導体がPGE1による単
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離細胞での。－AMP蓄積を阻害すること，またこの現象は
Ca2＋に依存しないことが明らかにされた23）．しかし赤血
球に対するPPP自身の影響，　PGE1との拮抗作用につい
ての報告は未だない．著者らはPPPがμg／mZという低
濃度で著しい溶血を起こし，PGE1とは拮抗的に作用する
ことをはじめて明らかにした，　PPPはphloretinのリ
ン酸化された重合体の混合物で，分子量は平均15，000で
10－7M以下の濃度で10－6MPGE1と拮抗し，その溶血工
促進効果は著明であった．またこの溶血にはCa2＋の存在
を必要としなかった，さらにPPPによる溶血には赤血球
膜のリン脂質組成の変化は伴わなかった．PPPとPGE1
の溶血に関する拮抗作用およびPPPによる溶血の機構に
ついては今後明らかにしていくべぎ問題であると考える，
4・4　活性酸素による溶血とPGE1の効果
　近年，膜リソ脂質の過酸化に伴って起こる生体膜の構造
および機能の変化について多くの報告がみられるが，ヒト
および白ネズミの赤血球の活性酸素による溶血はKellogg
and　Fridovich3），　Pfeifer　and　McCay2）により明らかに
された．Pfeifer　and　McCay2）はmicrosomal　NADPH
oxidaseの添加による白ネズミ赤血球の溶血を報告した．
一方，xanthine　oxidase系を用いたKello99　and　Fri－
dovich3）の方法はヘモグロビンと活性酸素との相互作用
によるdenatureされた色素タンパク質の沈澱が起こるた
めに，溶」血測定の系として複雑さを伴う．著者らはTan－
iguchB’αZ．により開発された低濃度のhypoxanthine－
xanthine　oxidase系による簡便な溶血系5）を用いて，各
動物赤血球の溶血度を比較検討した結果，反応後のリン脂
質組成および動物種による溶血度に著しい変化を認めた．
等張溶血と同様に白ネズミ，ウサギでは溶血度が高く，ヒ
ト，ブタでは溶血度が中等度で，ウマ，ウシでは活性酸素
による溶血は起こり難いことが明らかになった．さらに本
溶血は，PGE1添加後短時間で著しく抑制された．溶血後
のリン脂質組成をみると，TLC上でlyso　phosphatidy1－
ethanolamine画道に相当するニンヒドリン反応陽性スポ
ットの増大が認められ，特に白ネズミでは陽性スポットが
多数認められ，過酸化反応により生成されたリン脂質過酸
化物の存在を示唆している，
　PGE1による溶血抑制効果は活性酸素の生成障害または
脂質過酸化の阻害によるものかは明らかでないが，今後の
検討により明らかにしなければならないと考える，
5結　　論
　赤血球低濃度液を用いた等張溶液における短時間での溶
血で，ヒトおよび各種動物（ウサギ，白ネズミ，ブタ，ウシ，
ウマ）においての溶」血L速度は動物種により異なり，ウマを
除いて，赤血球膜に含まれるphosphatidylcholine量に
相関することが見い出された．
　また溶血1におよぼすProstaglandin（PG）の影響を
PGE1，　PGE2を用いて検討した結果，！0　g　M以上の濃度
で明確な溶血抑制作用が認められた．
　PGの拮抗剤であるpolyphloretin　phosphate（PPP）
の溶血度におよぼす影響およびPGとの相互作用の有無
を，ウサギ赤血球を用いて検討した．PPPには著しい溶
血促進作用のあることが明らかにされ，またPGE1との
共存で溶血に対する両者の作用が拮抗的であることが示さ
れた．
　xanthine　oxidase系を用いた活性酸素による溶血が各
種動物赤血球で認められ，溶血度に差のあること，また溶
血時にリン脂質組成が変化することが認められた，
　稿を終えるにあたり，実験に際し御教示をいただいた中
央検査部黒川一郎教授に深く感謝の意を表します．
文 献
1．Raslnussen，　H．，　Lake，　W，　and　Allen，　J．　E＝The
　eflect　of　catecholamines　and　prostaglandins　upon
　human　and　rat　erythrocytes．　Biochim．　Biophys．
　Acta　411，63－73（1975）．
2．Pfeifer，　P．　M．　and　McCay，　P．　B，：Reduced　try－
　phosphopyridine　nucleotide　Qxidose－catalysed　al－
　terations　of　membrane　phospholipids．　J．　Bio1．
　Chern，246，6401－6408（1971）．
3．Kellogg，　IIL　E．　W．　and　FridQvich，　L：Superoxide，
　hydrogen　peroxide，　and　singlet　oxygen　in　lipid
　peroxidation　by　a　xanthine　oxidase　system．　J．
　Biol．　Chem．250，8812－8817（1975）．
4．Bartosz，　G．，　Fried，　R．，　Grzelinska，　E．　and　Leyko，
　“「．：　Effect　of　hyperoxide　radicals　on　bQvine－
　erythrocyte　membrane．　Eur，　J．　Biochem．73，
　261－264　（1977），
5．Taniguchi，　M、，　Aikawa，　M．　and　Sakagami，　T．：
　Sex　di任erence　in　hemQlysis　of　human　erythrocyte
　in　the　low　level　of　hypoxantllinle－xanthine　oxidase
　system　and　the　alteration　of　phoshollpid　cQm－
　position．　J．　Biochem．89，　No．3（1981）in　press．
6．Eakins，　K．　E　and　K：arim，　S．　M．　M．＝Polyphloretin
　phosphate－a　selective　antagonist　for　prQstag－
　landins　Fu　and　F2α，　Life　Science　9，　Partユ，1－5
　（1970）．
7．Sanner，　J．　H．：Substances　that　inhibit　the　actions
　of　prostaglandins．　Arch．　Intern．　Med．133，133－
　146　（1974）．
8．Rose，　H．　G．　and　Oklander，　M．＝Improved　pro一
578 相川　眞・谷口正子 札幌医誌
　　　cedure　for　the　extraction　of　lipids　from　human
　　　erythrocytes．　J．　Lipid　Res．6，428－431（1965）．
9．Tumer，　f．　C．，　Anderson，　H．　M．　and　Gandal，　C，
　　　P．：　Spe：cies　differences　in　red　blood　cell　phos－
　　　phatldes　separated　by　column　and　paper　chro－
　　　matography．　Biochiln．　Biophys，　Acta　30，130－134
　　　（1958）．
10．De　Gier，　J．　and　van　Deenen，　L．　L．　M．：Some
　　　lipid　characteristics　of　red　ce11　皿embranes　Gf
　　　various　anim．al　specie．s．　Biochim．　Biophys．　Acta
　　　49，286一£96　（1961）．
11．De　Gie．r，　J．，　van　Deenen，　L．　L，　M．　and　van　Sen－
　　　den，　K：．　G．；Glycerol　permeability　of　erythro－
　　　cytes．　Experientia　22，20－21（1966）．
12．Nels（）n，　G．　J．：Lipid　cQmposition　of　erythrocytes
　　　in　various　mammalian　species，　Biochim．　BiQphys．
　　　Acta　144，221－232（1967）．
13．Turner，　J．　C，：　Absence　of　lecithin　from　the
　　　stromata　of　the　red　cells　of　certain　a血i血als
　　　（rumi且ants），　and　its　relation　t．o　veno血hemolysis．
　　　J，Exp，　Med，105，189－193（1957）．
14，NelsQn，　G．　J，1　9uantitation，　composition，　and
　　　metabolis．m：in　Blood　Iipids　and　lip．oprQteins．
　　　（Nelson，　G．　J．　ed），317－386　Wiley．lnters．．cience
　　　aDivision　John　Wiley＆．Sons，　Inc，，　New　York．
　　　London．　Sydney．　T．o．ronto（1972）．
15．Zwaa1，　R．　F．　A．，　Fl茸ckiger，　R．，　Moser，　S．　and
　　　Zahler，　P．：　Lecithinase　activities　at　the　externaI
　　　suエface　of　ruminant　erythro．cyte　membera耳es．
　　　Bio．chim．　Biophys．　Acta　373，416－424（1974）．
16．Johnson，　M．：The　mature　erythrocyte．　In：The
　　　prQstaglandins　Vo1．2（Ramwell，　P．　W．　ed），75－98，
17．
18．
19，
20．
21．
22．
23．
Plenum　Press，　New　York　and　London．（1974）．
Allen，　J．　E　and　Rasmussen，　H，＝Human　red
blood　cells：　PrQstaglandin　E2，　Epinephrine，　and
Isoproterenol　alter　defQrmability．　Science　174，
512－514　（1971）．
Allen，　J．　E．　and　Rasmussen，　H．：In　Prostaglan－
dins　in　cellular　biology（RameweU，　P，　W．　and
Pharriss，　B，　B．，　eds），27－51．　Plenum　publishing
Corp．，　New　York（1972）．
Allen，　J．　E．＝Prostaglandins　in　hematology，
Arch．　Intern．　Med．133，86－96（1974）．
Wai．tzman，　M．　B．　and　Law，　M．　L：Changes　in
Prostaglandin　concentration　i．n　blQod　subjected
to　repitive　freezing　and　thawing．　Prostaglandins
10，949－962（1975）．
K：ury，　P．　G．，　Ramwell，　P，　W．　and　McGonnell，　H．
M＝The　e任ect　of　prostaglandins　E1艮nd　E20n
the human　erythrocyte　as　mollitored　by　spin　by
spin　labels．　Biochem．　Biophys。　Re．s，　Commun．
56，478－483　（1974）．
S脚islocki，　N．　L，　Tierney，　J，　and　Ritterstein，　S，＝
Disruption　of　human　erythrocytes　with　7－oxa－13
prostynoic　acid．　Prostaglandins　7，401410（1974）．
Ortmann，　R．，　Nutto，　D．　and　Jackisch，　R．＝Phos－
horアlated　derivatives　of　phloretin　inhibit　cyclic
AMP　accumulation　in　neuronal　and　glial　tumor
c．ells　in　cultu．re．　Naunyn－Schmiedeberg，s　Arch．
Pharmaco1．305，233－240（1978）1
別刷請求先： （〒064）札幌市中央区南1条西16丁目
札幌医科大学外科学第1講座　相川　眞；
